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研究成果の概要（和文）：コレラ菌アミノ酸走性受容体を２つ同定し，うち一つは胆汁の主要成分タウリンの受容体と
しても働くことを見出した．タウリン応答およびタウリン受容体発現が37℃培養で顕著に増加したことから，タウリン
走性がコレラ菌感染過程で重要な役割を果たす可能性が示唆された．一方，海洋ビブリオ菌においてもアミノ酸走性セ
ンサーを同定し，側毛発現時に発現誘導されることを示唆する結果を得た．さらに，走化性シグナル伝達系因子と相同
な蛋白質群が，微好気条件で極局在することを見出した．これらのシグナル伝達系は宿主腸内などの微好気条件で働く
可能性がある．
研究成果の概要（英文）：We have identified two amino acid receptors of Vibrio cholerae for chemotaxis, one
 of which also senses taurine, a major component of bile. The taurine response and the expression of the t
aurine chemoreceptor was enhanced at elevated temperature, raising an intriguing possibility that taurine 
taxis play a role in pathogenesis of the bacteria. We also identified an amino acid chemoreceptor in marin
e Vibrio sp., the expression of which may be induced coordinately with lateral flagella. We also found tha
t chemotaxis-related signaling proteins localized to a cell pole under micro aerobic conditions, implying 
that these signaling systems function under specific conditions such as in the host intestine.
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１．研究開始当初の背景 
 ビブリオ属細菌は，地球上の様々な環境中
に生息し，生態系で重要な役割を果たしてい
る．また，コレラ菌 V. choleraeや腸炎ビブ
リオ菌 V. parahaemolyticus などは，ヒト病
原菌として深刻な問題をもたらしている．い
ずれの菌も細胞極に１本のべん毛（極毛）を
もち，これをナトリウムイオン駆動力をエネ
ルギー源として回転させて，液体中を活発に
動き回る．そして環境中の化学物質を感知し
て好ましい方向に移動する性質＝走化性を
示す．このような運動性・走化性は，環境中
での生存戦略に極めて重要なだけでなく，病
原性とも密接に関わっている．Vibrio属細菌
のなかでも，コレラ菌 V. choleraeは，3 組
の Che 蛋白質群（Che システム）をもつ点
でユニークである．さらに，この菌は 45 種
もの走化性受容体様蛋白質 (MCP-like 
protein = MLP)をもち，それぞれのシステム
に属している．この菌の生態系での役割や生
存戦略・病原性について理解するうえで，Che
システムの働きを知ることは重要である．当
研究室では，3 組の Che システムのうち，
通常の培養条件下で走化性に直接関与する
のは 1 組 のみであることを示している．ま
た，走化性に直接関与する Cheシステムはコ
レラ毒素発現にも関与することが報告され
ている．しかし，その実態は不明であった． 
 一方，海洋ビブリオ菌V. alginolyticus 極
毛の Na+ 駆動型モーターは，モデル系として
広く研究されている．この菌や近縁の腸炎ビ
ブリオ菌は，Na+ 駆動型の極毛（通常１本）
のほかに，H+ 駆動型の側毛（多数）という
全く別種のべん毛をもつという点でもユニ
ークである．後者は高粘性下（固体表面）で
の泳ぎに適しており，髙粘性下でのみ発現す
る．このとき，驚くべきことに，極毛が粘性
センサーとして働く．一方，両者のモーター
は，共通の走化性シグナル伝達系によって制
御されている．しかし，極毛は回転方向制御，
側毛は回転速度制御により走性を示すこと
を見出している．したがって，べん毛回転制
御機構を解明していくうえでも，腸炎ビブリ
オ菌の病原性を理解するうえでも，この菌は
有力な解析系になる． 
 
２．研究の目的 
 コレラ菌と海洋ビブリオ菌を用いて，走化
性および走化性と関連するシグナル伝達系
が生育環境によってどのように調節されて
いるのかについて，蛋白質の合成・分解・局
在・相互作用の調節に焦点を当てて解析する．
これにより，これまで見過ごされてきた菌の
感染メカニズムや外環境中での生存戦略に
関する知見を得る． 
 
３．研究の方法 
(1) コレラ菌 
① 誘引・忌避物質とその受容体の同定およ
び機能解析 
 走化性応答はキャピラリアッセイにより
調べる．配列解析により推定した受容体候補
の遺伝子をクローン化し，解析する． 
② 培養条件による受容体の発現・機能調節
とその機構の解析 
 蛋白質量をウェスタンブロッティングで，
mRNA 量をノーザンブロッティングで調べ
る． 
③ 受容体の Cheシステムへの帰属 
 どのMLPがどの CheRホモログによりメ
チル化されるかを，共発現系により調べる． 
④ 受容体および Che蛋白質の局在解析 
 各システムの構成蛋白質の局在をGFP 融
合体を作製することにより解析する． 
(2) 海洋ビブリオ菌 
① 誘引・忌避物質と受容体の同定および機
能解析 
 走化性応答はキャピラリアッセイにより
調べる．配列解析により推定した受容体候補
の遺伝子をクローン化し，解析する． 
 培養条件による受容体の発現・機能・局在
調節とその機構の解析 
② 蛋白質量をウェスタンブロッティングで，
mRNA 量をノーザンブロッティングで調べ
る． 
③ 側毛回転調節機構の解析 
 べん毛回転調節をテザードセルで解析で
きるよう，CheY 発現系も含めて，解析シス
テムを開発する． 
 
４．研究成果 
(1) コレラ菌 
① 誘引・忌避物質とその受容体の同定およ
び機能解析 
 コレラ菌アミノ酸走性が37˚C 培養で増強
されることを見出している．今回，これに対
応して，Mlp37特異的誘引物質タウリンに対
する応答も 37˚C 培養で大きく増強された．
また，コレラ菌が尿素に対して走性応答を示
すこと，この応答も 37˚C 培養で増強される
ことを見出した．一方，同じビブリオ属の海
洋ビブリオ菌においてもアミノ酸走性セン
サーを同定し，ペリプラズム結合蛋白質の関
与を示唆する結果を得た．さらに，走化性シ
グナル伝達系因子と相同性をもちながら走
化性に関与しない蛋白質群について，GFP融
合体を用いた局在解析を行い，微好気条件ま
たはエネルギー代謝阻害剤存在下で極局在
することを見出した．すなわち，以上の成果
は，ビブリオ属細菌環境応答・病原性に関す
る重要な知見である． 
② 培養条件による受容体の発現・機能調節
とその機構の解析 
 主要アミノ酸受容体Mlp24とMlp37の発
現について解析し，Mlp37蛋白質が 37˚C培
養で増加すること，それと相同なMlp10蛋白
質が 23˚C 培養で増加することを見出した．
Northern blotting およびレポーター遺伝子
解析により，Mlp37 およびそれと相同な
Mlp10 の培養温度にる発現調節が転写レベ
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ルで起こることが示された．プラスミド上か
らMlp37を発現させると，タウリン応答の温
度依存性は失われた．タウリンが胆汁の主要
成分であることを考え合わせると，タウリン
走性とその受容体の発現調節はコレラ菌感
染過程で重要な役割を果たす可能性がある． 
③ 受容体の Cheシステムへの帰属 
 44種のMLPが 3組の Che システムの
うちどれに帰属するのかについて明らかに
するため，各 MLP と各システムの受容体
メチル化酵素 CheR1, CheR2, CheR3を共
存させ，どの酵素でメチル化されるかを調
べた．この方法で 15種のMLPの帰属を推
定できた． 
④ 受容体および Che蛋白質の局在解析 
 Che 蛋白質の局在解析：システム II の
Che蛋白質が常に極に局在しているのに対
し，システム Iと IIIの Che蛋白質は微好
気的条件下でのみ極への局在が見られ，好
気的条件では局在は（可逆的に）阻害され
ることを見出した．さらに，好気的条件下
でも，呼吸鎖や H+駆動力を阻害すると，シ
ステム Iと IIIの蛋白質は極局在を示した．
さらに温度を上げると，よりマイルドな条
件下で局在を示した．以上のことから，こ
れらのシグナル伝達系は宿主腸内などの微
好気条件で働く可能性が示唆された． 
(2) 海洋ビブリオ菌 
① 誘引・忌避物質と受容体の同定および機
能解析 
 海洋ビブリオ菌が極毛・側毛発現時にさま
ざまなアミノ酸に走性を示すこと，その応答
には若干の違いがあることを見出した．さら
にアミノ酸走性を媒介する受容体の候補と
して，コレラ菌アミノ酸受容体 Mlp24, 
Mlp37のホモログ VaMlp17を見出した． 
② 培養条件による受容体の発現調節機構の
解析 
 アミノ酸受容体VaMlp17 の蛋白質量が側
毛発現時に上昇することを見出した．当該遺
伝子上流にはべん毛特異的σ因子による認
識が推定される配列が存在するため，この受
容体の発現が転写レベルで調節される可能
性がある． 
③ 側毛回転調節機構の解析 
 応答調節因子CheYによる側毛回転速度制
御機構を解析するため，CheY 発現量を調節
できるプラスミドを構築し，べん毛をスライ
ドガラスに固定するテザードセル法を用い
て回転速度低下をモニターする系を開発し
た． 
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